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(57) Abstract 

The invention concerns a chimeric hydroxy-phenyl pyruvate dioxygenase (HPPD), comprising the N-terminal part of a first HPPD 
associated with the C-terminal part of a second HPPD, a nucleic acid sequence coding for said chimera HPPD, a chimeric gene containing 
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(57) Abrege* 

La presente invention conceme une hydroxy-ph6nyl pyruvate dioxygenase (HPPD) chimere, comprenant la partie N-terminale d'une 
premiere HPPD associee a la partie C-terminale d'une deuxieme HPPD, une sequence d*acide nucldique codant pour cette HPPD chimere, 
un gene chimere contenant cette sequence comme sequence codante et son utilisation pour Tobtenrion de plantes resistantes a certains 
herbicides. 
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Hydroxy-phenyl pyruvate dioxygenase chimere, sequence d'ADN et obtention de plantes 

contenant un tel gene, tolerantes aux herbicides. 



5 La presente invention concerne une sequence d'acide nucleique codant pour une 

hydroxy-phenyl pyruvate dioxygenase (HPPD) chimere, un gene chimere contenant cette 
sequence comme sequence codante et son utilisation pour Tobtention de plantes resistantes 
a certains herbicides. 

Les hydroxy-phenyl pyruvate dioxygenases sont des enzymes qui catalysent la 

10 reaction de transformation du para-hydroxy-phenyl-pyruvate (HPP) en homogentisate. 
Cette reaction a lieu en presence de fer (Fe 2+ ) en presence d'oxygene (Crouch N.P. & al., 
Tetrahedron, 53, 20, 6993-7010, 1997). On peut emettre Phypothese que les HPPD 
contiennent un site actif apte a catalyser cette reaction dans iequel viennent se lier le fer, le 
substrat et la molecule d'eau, un tel site actif n'ayant jamais et6 decrit a ce jour. 

15 On connait par ailleurs certaines molecules inhibi trices de cette enzyme, qui 

viennent se fixer a P enzyme de maniere competitive pour inhiber la transformation de 
PHPP en homogentisate. Certaines de ces molecules ont trouve un emploi comme 
herbicides, dans la mesure oil Pinhibition de la reaction dans les plantes conduit a un 
blanchiment des feuilles des plantes traitees, et a la mort des dites plantes (Pallett K. E. et 

20 al 1997 Pestic. Sci. 50 83-84). De tels herbicides ayant pour cible PHPPD decrits dans 
Petat de la technique sont notamment les isoxazoles (EP 418 175, EP 470 856, EP 487 352, 
EP 527 036, EP 560 482, EP 682 659, US 5 424 276) en particulier l'isoxaflutole, herbicide 
selectif du mais, les dic&onitriles (EP 496 630, EP 496 631), en particulier la 2-cyano-3- 
cyclopropyl-l-(2-S02 CH3-4-CF3 phenyl) propane- 1,3-dione et la 2-cyano-3-cyclopropyl- 

25 l-(2-S02 CH3-4-2,3 CI2 phenyl) propane-1, 3-dione, les tric&ones (EP 625 505, EP 625 
508, US 5,506,195), en particulier la sulcotrione ou encore les pyrazolinates. 

Pour rendre les plantes tolerantes aux herbicides, on dispose de trois strategies 
principals, (1) la detoxification de Pherbicide par une enzyme venant transformer 
Pherbicide, ou son metabolite actif, en produits de degradation non toxique, comme par 

30 exemple les enzymes de tolerance au bromoxynil ou au basta (EP 242 236, EP 337 899) ; 
(2) la mutation de Penzyme cible en une enzyme fonctionnelle moins sensible a 
Pherbicide, ou son metabolite actif, comme par exemple les enzymes de tolerance au 
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glyphosate (EP 293 356, Padgette S. R. & al., J. Biol. Chem., 266, 33, 1991) ; ou (3) la 
surexpression de l'enzyme sensible, de maniere a produire dans la plante des quantites 
suffisantes d'enzyme cible au regard des constantes cinetiques de cette enzyme vis a vis de 
Therbicide de maniere a avoir suffisamment d'enzyme fonctionnelle, malgre la presence de 
5 son inhibiteur. 

C'est cette troisieme strategie qui a ete decrite pour obtenir avec succes des plantes 
tolerantes aux inhibiteurs d'HPPD (WO 96/38567), etant entendu que pour la premiere fois 
une strategie de simple surexpression de l'enzyme cible sensible (non mutee) etait 
employee avec succes pour conferer aux plantes une tolerance a un niveau agronomique a 
10 un herbicide. 

Malgre le succes obtenu avec cette strategie de simple surexpression de l'enzyme 
cible, il reste necessaire de diversifier le systeme de tolerance aux inhibiteurs d'HPPD, 
pour obtenir une tolerance quelques soient les conditions de culture des plantes tolerantes 
ou les doses commerciales d' application des herbicides dans les champs. On connait de 

15 Petat de la technique (WO 96/38567) que des enzymes d'origine differente (plantes, 
bacteries, champignons) ont des sequences proteiques primaires substantiellement 
differentes, alors que ces enzymes ont une fonction identique et des caracteristiques 
cinetiques essentieliement similaires ou voisines. 

On a maintenant constate que toutes ces HPPD ont d'une part un grand nombre 

20 d'homologies de sequence dans leur partie C-terminale (figure 1), et d'autre part une 
structure tertiaire (tridimensionnelle) essentieliement similaire (figure 2). Au regard du 
caractere competitif de l'inhibition, on £met l'hypothese que les inhibiteurs d'HPPD 
viennent se Her a l'enzyme dans le site actif de cette derniere, ou a proximite de celui-ci, de 
maniere a bloquer 1'acces de l'HPP a ce site actif et empecher sa transformation en 

25 presence de fer et d'eau. On a maintenant constate qu'en effectuant une mutation de 
Penzyme dans sa partie C-terminale, il 6tait possible d'obtenir des HPPD fonctionnelles 
moins sensibles aux inhibiteurs d'HPPD, de maniere que leur expression dans les plantes 
permette une tolerance amelioree aux inhibiteurs d'HPPD. Au regard de ces elements, ont 
peut done conclure que le site actif de l'enzyme est localise dans sa partie C-terminale, sa 

30 partie N-terminale assurant essentieliement sa stabilite et son oligomerisation (l'HPPD de 
Pseudomonas est un tetramere, celles de plantes sont des dimeres). 



WO 99/24586 PCT/FR98/02391 

On a maintenant constate qu'il etait possible de realiser une enzyme chimere en 
associant la partie N-terminale d'une premiere enzyme la partie C-terminale d'une seconde 
enzyme, pour obtenir une nouvelle HPPD chimere fonctionnelle, permettant de choisir 
chaque partie pour des proprietes particulieres, comme par exemple choisir la partie N- 
5 terminale d'une premiere enzyme pour ses proprietes de stabilite dans une cellule donnee 
(vegetale, bacterienne, etc.) et la partie C-terminale d'une deuxieme enzyme pour ses 
proprietes cinetiques (activite, tolerance aux inhibiteurs, etc). 

La presente invention concerne done en premier lieu une HPPD chimere, qui tout 
en etant fonctionnelle, e'est a dire conservant ses proprietes de catalyse de la 
10 transformation de l'HPP en homogentisate, comprend la partie N-terminale d'une premiere 
HPPD associte a la partie C-terminale d'une deuxieme HPPD. 

Chaque partie de PHPPD chimere selon l'invention provient d'une HPPD pouvant 
etre de toute origine, notamment choisies parmi les HPPD de plantes, de bacteries ou de 
champignons. 

15 Selon un mode preferentiel de realisation de l'invention, la partie N-terminale de 

l'HPPD chimdre provient d'une HPPD de plante, ladite plante etant preferentiel lement 
choisie parmi les plantes dicotyledones, notamment Arabidopsis thaliana ou Daucus 
carotta, ou encore de monocotyledones comme le mais ou le ble. 

Selon un autre mode preferentiel de realisation de Pinvention, la partie C-terminale 

20 de l'HPPD chimere provient d'une HPPD de plante, telle que definie ci-dessus, ou d'une 
HPPD de micro-organisme, notamment une bacteie, en particulier Pseudomonas, plus 
particulierement Pseudomonas fluorescens, ou de champignon, cette partie C-terminale 
pouvant etre naturelle ou mutee par la substitution de un ou plusieurs acides amines de la 
partie C-terminale de l'HPPD d'origine, notamment pour la rendre moins sensible aux 

25 inhibiteurs d'HPPD. 

Plusieurs HPPD et leur sequence primaire ont ete decrites dans l'etat de la 
technique, notamment les HPPD de bacteries comme Pseudomonas (Riietschi & al., Eur. J. 
Biochem., 205, 459-466, 1992, WO 96/38567), de plantes comme $ Arabidopsis (WO 
96/38567, Genebanlc AF047834) ou de carotte (WO 96/38567, Genebank 87257), de 
30 Coccicoides (Genebank COITRP), ou de mammiferes comme la souris ou le cochon. 

L'alignement de ces sequences connues, par les moyens usuels de la technique, 
comme par exemple la methode decrite par Thompson, J.D. & al. (CLUSTAL W: 
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improving the sensitivity of progressive multiple sequence alignment through sequence 
weighting, positions-specific gap penalties and weight matrix choice. Nucleic Acids 
Research, 22:4673-4680, 1994), et Pacces a ces programmes informatique d'alignement de 
sequence accessibles par exemple via internet, l'homme du metier peut definir les 
5 homologies de sequence par rapport a une sequence de reference, et retrouver les acides 
amines cles, ou encore definir des regions communes, notamment permettant de definir une 
region C-terminale et une region N-terminale a partir de cette sequence de reference. 

Pour la presente invention, la sequence de reference est la sequence de 
Pseudomonas, toutes les definitions et indications de positions d'acides amines particuliers 
10 etant faites par rapport a la sequence primaire d'HPPD de Pseudomonas. La figure 1 en 
annexe represente un alignement de plusieurs sequences d'HPPD decrites dans Petat de la 
technique, alignees par rapport a la sequence d'HPPD de Pseudomonas comme reference, 
comprenant les sequence d'HPPD de Streptomyces avermitilis (Genebank SAV1 1864), de 
Daucus carota (Genebank DCU 87257), d'Arabidopsis thaliana (Genebank AF047834), 
15 de Zea mats, de Hordeum vulgar e (Genebank HVAJ693), de Mycosphaerella graminicola 
(Genebank AF038152), de Coccicoides immitis (Genebank COITRP) et de Mus musculus 
(Genebank MU54HD). La numerotation des acides amines de la sequence de Pseudomonas 
est donnee sur cette figure, de meme que les acides amines communs a ces sequences, 
designes par une asterisque. Sur la base d'un tel alignement il est aise d' identifier a partir 
20 de la definition de Pacide amine de Pseudomonas par sa position et sa nature, la position 
de Pacide amine correspondant dans une autre sequence d'HPPD (Palignement de 
sequences de differentes origines, plantes, mammiferes, bacteries, montrant que cette 
methode d'alignement bien connue de l'homme du metier peut etre generalisee a toute 
autre sequence). Un alignement de differentes sequences d'HPPD est egalement decrit dans 
25 la demande de brevet WO 97/498 16. 

La partie C-terminale des HPPD, siege du site actif de P enzyme, se distingue par un 
peptide de liaison de sa partie N-terminale comme le montre la representation schematique 
de la structure ternaire du monomere de PHPPD de Pseudomonas representee en figure 2. 
Cette structure a ete obtenue par les methodes usuelles d'etude de la diffraction aux rayons 
30 X de cristaux Le peptide de liaison va permettre de definir P extremity N-terminale de la 
partie C-terminale de Penzyme, ledit peptide se situant entre les acides amines 145 et 157 
pour Pseudomonas (c.f. figure 1). 
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La partie C-terminale peut done etre definie comme constitute par la sequence 
definie d'une part par le peptide de liaison, et d'autre part par l'extremite C-terminale de 
T enzyme. Sur l'alignement de sequences represents sur la figure 1 en annexe, on remarque 
pour toutes les sequences deux acides amines en position 161 et 162 pour la sequence de 
5 Pseudomonas, (D = Aspl61 et H = Hisl62). Par reference a l'HPPD de Pseudomonas, on 
peut done defmir que le peptide de liaison representant l'extremite N-terminale de la partie 
C-terminale de l'HPPD se situe entre environ 5 et 15 acides amines en amont de l'acide 
amine Aspl 61. 

La presente invention concerne egalement une sequence d'acide nucleique codant 
10 pour une HPPD chimere decrite ci-dessus. Selon la presente invention, on entend par 
" sequence d'acide nucleique " une sequence nucleotidique pouvant etre de type ADN ou 

* 

ARN, de preference de type ADN, notamment double brin, qu'elle soit d'origine naturelle 
ou synthetique, notamment une sequence d'ADN pour laquelle les codons codant pour 
l'HPPD chimere selon l'invention auront ete optimises en fonction de l'organisme hote 
15 dans lequel elle sera exprimee, ces methodes d' optimisations etant bien connues de 
Thomme du metier. 

Les sequences codant pour chaque HPPD d'origine de l'HPPD chimere selon 
Pinvention, peuvent etre d'origine quelconque. En particulier elle peut etre d'origine 
bacterienne. Comme exemples particuliers on peut citer des bacteries du type 

20 Pseudomonas sp, par exemple Pseudomonas fluorescens ou encore des cyanobacteries du 
type Synechocystis. La sequence peut etre aussi d'origine vegetale, notamment issu de 
plantes dicotyledones telles que tabac, Arabidopsis, d'ombelliferes telles que Daucus 
carotta ou encore monocotyledones telles que le Zea mats ou le ble. Les sequences 
codantes et le moyen de les isoler et doner sont decrits dans les references citees 

25 auparavant, dont le contenu est incorpore ici par reference. 

Les sequences codantes des parties N-terminales et C-terminales de l'HPPD 
chimere selon 1' invention peuvent etre assemblies par toute methode usuelle de 
construction et d'assemblage de fragments d'acides nucleiques bien connues de l'homme 
du metier et largement decrites dans la litterature, illustrees notamment par les exemples de 

30 realisation de 1' invention. 
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La presente invention concerne done egalement un procede de preparation d'une 
sequence d'acide nucleique codant pour une HPPD chimere selon T invention, ledit procede 
etant defini ci-dessus. 

L'invention a encore pour objet l'utilisation d'une sequence d'acide nucleique 

5 codant pour une HPPD chimere selon l'invention dans un procede pour la transformation 
des plantes, comme gene marqueur ou comme sequence codante permettant de conferer a 
la plante une tolerance aux herbicides inhibiteurs d'HPPD. Cette sequence peut bien 
entendu egalement etre utilisee en association avec d'autre(s) gene(s) marqueur(s) et/ou 
sequence(s) codante(s) pour une ou plusieurs proprietes agronomiques. 

10 La presente invention conceme egalement un gene chimere (ou cassette 

d'expression) comprenant une sequence codante ainsi que des elements de regulation en 
position 5' et 3' heterologues pouvant fonctionner dans un organisme hote, en particulier les 
cellules vegetales ou les plantes, la sequence codante comprenant au moins une sequence 
d'acide nucleique codant pour une HPPD chimere telle que definie precedemment. 

15 Par organisme hote, on entend tout organisme mono ou pluricellulaire, inferieur ou 

superieur, dans lequel le gene chimere selon l'invention peut etre introduit, pour la 
production d'HPPD chimere. II s'agit en particulier de bacteries, par exemple E. coli, de 
levures, en particulier des genres Saccharomyces ou Kluyveromyces, Pichia, de 
champignons, en particulier Aspergillus, d'un bacilovirus, ou de preference des cellules 

20 vegetales et des plantes. 

Par "cellule vegetale", on entend selon l'invention toute cellule issue d'une plante et 
pouvant constituer des tissus indifferencies tels que des cals, des tissus differencies tels que 
des embryons, des parties de plantes, des plantes ou des semences. 

On entend par "plante" selon l'invention, tout organisme multicellulaire differencie 

25 capable de photosynthdse, en particulier monocotyledones ou dicotyledones, plus 
particulierement des plantes de culture destinees ou non a Talimentation animale ou 
humaine, comme le mais, le ble, le colza, le soja, le riz, la canne a sucre, la betterave, le 
tabac, le coton, etc. 

Les elements de regulation necessaires a l'expression de la sequence d'acide 
30 nucleique codant pour une HPPD sont bien connus de l'homme du metier en fonction de 
l'organisme hote. lis comprennent notamment des sequences promotrices, des activateurs 
de transcription, des sequences terminatrices, y compris des codons start et stop. Les 
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moyens et methodes pour identifier et selectionner les elements de regulation sont bien 
connus de 1'homme du metier et largement decrits dans la litterature. 

L'invention concerne plus particulierement la transformation des plantes. Comme 
sequence de regulation promotrice dans les plantes, on peut utiliser toute sequence 
5 promotrice d'un gene s'exprimant naturellement dans les plantes en particulier un 
promoteur s'exprimant notamment dans les feuilles des plantes, comme par exemple des 
promoteurs dits constitutifs d'origine bacterienne, virale ou vegetale tel que, par exemple 
un promoteur d'histone tel que decrit dans la demande EP 0 507 698, ou un promoteur 
d'actine de riz., d'un gene de virus de plante tel que, par exemple, celui de la mosaique du 
10 choux fleur (CAMV 19S ou 35S), ou encore des promoteurs dits lumiere dependants 
comme celui d'un gene de la petite sous-unite de ribulose-biscarboxylase/oxygenase 
(RuBisCO) de plante, ou tout promoteur convenable connu pouvant etre utilise. 

Selon l'invention, on peut egalement utiliser, en association avec la sequence de 
regulation promotrice, d'autres sequences de regulation, qui sont situees entre le promoteur 
15 et la sequence codante, telles que des activateurs de transcription ("enhancer"), comme par 
exemple l'activateur de translation du virus de la mosaique du tabac (TMV) decrit dans la 
demande WO 87/07644, ou du virus etch du tabac (TEV) decrit par Carrington & Freed. 

Comme sequence de regulation terminatrice ou de polyadenylation, on peut utiliser 
toute sequence correspondante d'origine bacterienne, comme par exemple le terminateur 
20 nos d'Agrobacterium tumefaciens, ou encore d'origine vegetale, comme par exemple un 
terminateur d'histone tel que decrit dans la demande EP 0 633 3 17. 

Selon un mode particulier de realisation de P invention, on emploie en 5' de la 
sequence d'acide nucleique codant pour une HPPD chimere, une sequence d'acide 
nucleique codant pour un peptide de transit, cette sequence etant disposee entre la region 
25 promotrice et la sequence codant pour l'HPPD chimere de maniere a permettre l'expression 
d'une proteine de fusion peptide de transit/HPPD chimere, cette derniere etant defmie 
precedemment. Le peptide de transit permet d'adresser l'HPPD chimere dans les plastes, 
plus particulierement les chloroplastes, la proteine de fusion etant clivee entre le peptide de 
transit et l'HPPD chimere au passage de la membrane des plastes. Le peptide de transit 
30 peut etre simple, comme un peptide de transit d'EPSPS (decrit dans le brevet US 
5,188,642) ou un peptide de transit de celui de la petite sous-unite de ribulose- 
biscarboxylase/oxygdnase ( ssu RuBisCO) d'une plante, eventuellement comprenant 
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quelques acides amines de la partie N-terminale de la ssu RuBisCO mature (EP 1 89 707) 
ou encore un peptide de transit multiple comprenant un premier peptide de transit de plante 
fusionn^ a une partie de la sequence N-terminale d'une proteine mature a localisation 
plastidiale, fiisionnee a un deuxieme peptide de transit de plante tel que decrit dans le 

5 brevet EP 508 909, et plus particulierement le peptide de transit optimise comprenant un 
peptide de transit de la ssu RuBisCO de tournesol fusionne a 22 acides amines de 
Textremite N-terminale de la ssu RuBisCO de mais fiisionnee au peptide de transit de la 
ssu RuBisCO de mais tel que decrit avec sa sequence codante dans le brevet EP 508 909. 

La presente invention conceme egalement la proteine de fusion peptide de 

10 transit/HPPD chimere, les deux elements de cette proteine de fusion etant definis plus haut. 

La presente invention concerne egalement un vecteur de clonage et/ou d'expression 
pour la transformation d'un organisme hote contenant au moins un gene chimere tel que 
defini ci-dessus. Ce vecteur comprend outre le gene chimere ci-dessus, au moins une 
origine de replication. Ce vecteur peut etre constitue par un plasmide, un cosmide, un 

15 bacteriophage ou un virus, transformes par T introduction du gene chimere selon 
Tinvention. De tels vecteurs de transformation en fonction de l'organisme hote a 
transformer sont bien connus de l'homme du metier et largement decrits dans la litterature. 
Pour la transformation des cellules veg&ales ou des plantes, il s'agira notamment d'un 
virus qui peut etre employe pour la transformation des plantes developpees et contenant en 

20 outre ses propres elements de replication et d'expression. De maniere preferentielle, le 
vecteur de transformation des cellules vegetales ou des plantes selon Tinvention est un 
plasmide. 

L'invention a encore pour objet un procede de transformation des organismes hotes, 
en particulier des cellules veg&ales par integration d'au moins une sequence d'acide 

25 nucleique ou un gene chimere tels que definis ci-dessus, transformation qui peut etre 
obtenue par tout moyen connu approprie, amplement decrit dans la litterature specialisee et 
notamment les references citees dans la presente demande, plus particulierement par le 
vecteur selon Tinvention. 

Une serie de methodes consiste a bombarder des cellules, des protoplastes ou des 

30 tissus avec des particules auxquelles sont accrochtes les sequences d'ADN. Une autre s£rie 
de methodes consiste a utiliser comme moyen de transfert dans la plante un gene chimere 
insere dans un plasmide Ti d'Agrobacterium tumefaciens ou Ri d'Agrobacterium 
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rhizogenes. D'autres methodes peuvent etre utilisees telles que la micro-injection ou 
l'electroporation, ou encore la precipitation directe au moyen de PEG. L'homme du metier 
fera le choix de la methode appropriee en fonction de la nature de Torganisme hote, en 
particulier de la cellule vegetale ou de la plante. 

5 La presente invention a encore pour objet les organismes hotes, en particulier 

cellules vegetales ou plantes, transformes et contenant un gene chimere comprenant une 
sequence codante pour une HPPD chimere definie ci-dessus. 

La presente invention a encore pour objet les plantes contenant des cellules 
transformees, en particulier les plantes regenerees a partir des cellules transformees. La 

10 regeneration est obtenue par tout procede approprie qui depende de la nature de l'espece, 
comme par exemple decrit dans les references ci-dessus. Pour les procedes de 
transformation des cellules vegetales et de regeneration des plantes, on citera notamment 
les brevets et demandes de brevet suivants: US 4,459,355, US 4,536,475, US 5,464,763, 
US 5,177,010, US 5,187,073, EP 267,159, EP 604 662, EP 672 752, US 4,945,050, US 

15 5,036,006, US 5,100,792, US 5,371,014, US 5,478,744, US 5,179,022, US 5,565,346, US 
5,484,956, US 5,508,468, US 5,538,877, US 5,554,798, US 5,489,520, US 5,510,318, US 
5,204,253, US 5,405,765, EP 442 174, EP 486 233, EP 486 234, EP 539 563, EP 674 725, 
WO 91/02071 et WO 95/06128. 

La presente invention concerne egalement les plantes transformees issues de la 

20 culture et/ou du croisement des plantes regenerees ci-dessus, ainsi que les graines de 
plantes transformees. 

Les plantes transformees pouvant etre obtenues selon l'invention peuvent etre du 
type monocotytedones telles que par exemple les cereales, la canne a sucre, le riz et le mai's 
ou dicotyledones comme par exemple le tabac, la soja, le colza, le coton, la betterave, le 
25 trefle, etc. 

L'invention a aussi pour objet un procede de desherbage selectif de plantes, 
notamment de cultures, a Taide d f un inhibiteur de 1'HPPD notamment un herbicide definit 
auparavant, caracterise en ce qu'on applique cet herbicide sur des plantes transformees 
selon l'invention, tant en presemis, en prelevee qu'en postlevee de la culture. 
30 La presente invention concerne egalement un procede de controle des mauvaises 

herbes dans une surface d'un champ comprenant des graines ou des plantes transformees 
avec le gene chimere selon l'invention, lequel procede consiste a appliquer dans la dite 
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surface du champ une dose toxique pour les dites mauvaises herbes d'un herbicide 
inhibiteur d'HPPD, sans toutefois affecter de maniere substantielle les graines ou plantes 
transformee avec le dit gene chimere selon T invention. 

La presente invention concerne egalement un procede de culture des plantes 

5 transformees selon Tinvention avec un gene chimere selon F invention lequel procede 
consiste a planter les graines des dites plantes transformees dans une surface d'un champ 
approprie pour la culture des dites plantes, a appliquer sur la dite surface du dit champ une 
dose toxique pour les mauvaises herbes d'un herbicide ayant pour cible l'HPPD defini ci- 
dessus en cas de presence de mauvaises herbes, sans affecter de maniere substantielle les 

10 dites graines ou les dites plantes transformees, puis a recolter les plantes cultivees 
lorsqu'elles arrivent a la maturite souhaitee et eventuellement a separer les graines des 
plantes recoltees. 

Dans les deux precedes ci-dessus, Tapplication de Fherbicide ayant pour cible 
FHPPD peut etre faite selon Tinvention, tant en presemis, en pr£levee qu'en postlevee de 
15 la culture. 

Par herbicide au sens de la presente invention on entend une matiere active 
herbicide seule ou associee a un additif qui modifie son efficacite comme par exemple un 
agent augmentant Tactivite (synergiste) ou limitant Tactivite (en anglais safener). Les 
herbicides inhibiteurs d'HPPD sont en particulier definis auparavant. Bien entendu, pour 
20 leur application pratique, les herbicides ci-dessus sont associee de maniere en soi connue 
aux adjuvants de formulations utilises habituellement en agrochimie 

Lorsque la plante transformee selon Tinvention comprend un autre gene de 
tolerance a un autre herbicide (comme par exemple un gene codant pour une EPSPS 
chimere ou non conferant a la plante une tolerance au glyphosate), ou lorsque la plante 
25 transformee est naturellement insensible a un autre herbicides, le procede selon Tinvention 
peut comprendre Tapplication simultanee ou decalee dans le temps d'un inhibiteur 
d'HPPD en association avec ledit herbicide, par exemple le glyphosate. 

L'invention a encore pour objet l'utilisation du gene chimere codant pour une HPPD 
chimere comme gene marqueur au cours du cycle "transformation-regeneration" d'une 
30 espece vegetale et selection sur Therbicide ci-dessus 

Les differents aspects de Tinvention seront mieux compris a l'aide des exemples 
experimentaux ci-dessous. 
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Toutes les methodes ou operations decrites ci-dessous dans ces exemples sont 
donnees a titre d'exemples et correspondent a un choix, effectue parmi les differentes 
methodes disponibles pour parvenir au meme resultat. Ce choix n*a aucune incidence sur la 
qualite du resultat et par consequent, toute methode adaptee peut etre utilisee par I'homme 
5 de Tart pour parvenir au meme resultat. La plupart des methodes d'ingenierie des fragments 
d'ADN sont decrites dans "Current Protocols in Molecular Biology" Volumes 1 et 2, 
Ausubel F.M et al , publies par Greene Publishing Associates et Wiley -Interscience 
(1989) ou dans Molecular cloning, T.Maniatis, E.F.Fritsch, J.Sambrook,1982. 

10 Exemple 1 : Test de criblage colorimetrique de mutants presentant une 

tolerance a la 2-cvano-3-cvclopropvl-l-(2-SQ2 CH^-CF^ phenyl) propane-13-dione 

pRP C : Le vecteur pRP A (decrit dans la demande WO 96/38567) contenant un 
fragment d'ADN genomique et la region codante du gene de THPPD de Pseudomonas 
Jluorescens A32 a ete digere par Ncol, purifie puis ligue dans le vecteur d'expression 

15 pKK233-2 (Clontech) lui-meme digere par Ncol, site de clonage unique de ce vecteur. 
L/ orientation du gene dans le vecteur pRP C ainsi obtenu, permettant Pexpression sous le 
controle du promoteur trc a ete verifiee. 

Un milieu de culture de type YT broth a 1% d'agarose (ultra pur Gibco BRL) et a 
5mM de L-Tyrosine (Sigma), et contenant V agent de selection du vecteur pRP C ci-dessus 

20 est dispense en plaque de 96 puits a raison de lOOul par puits. lOul d'une culture de E.Coli 
en phase exponentielle de croissance contenant le vecteur pRP C est dispensee dans chaque 
puits. Apres 16 heures a 37°C, les puits ne contenant que le milieu de culture ou ceux 
ensemences avec une culture d'E.Coli contenant le vecteur PKK233-2 sont translucides, 
alors que les puits ensemences avec une culture de E.Coli contenant le vecteur pRP C sont 

25 de couleur brune. 

Une gamine a ete realisee avec milieu de culture identique contenant des 
concentrations variables (OmM a 14mM) du 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2-methylsulfonyl-4- 
trifluoromethylph6nyl) propan-l,3-dione (EP 0 496 631) solubilise dans Teau et amene a 
pH7,5. Cette molecule est un dicetonitrile, reconnu comme etant un inhibiteur efficace 

30 d'activite HPPD (Pallett, K.E. et al 1997. Pestic. Sci. 50, 83-84 ). On observe une absence 
totale de coloration pour la culture bacterienne contenant le vecteur pRP C a 7mM du 
compose ci-dessus. 
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Des resultals identiques ont ete obtenus en substituant, a la 2-cyano-3-cyclopropyl- 
1 -(2-methyl-4-trifluoromethylphenyl)propan-l ,3-dione, la 2-cyano-3-cyclopropyl- 1 -(2- 
methylsulfonyl -4-(methylthio) phenyl) propan-l,3-dione, et la 2-(2-chloro-3-ethoxy-4- 
(ethylsulfonyl) benzoyl)-5-methyM,3-cyclohexadione,(WO 93/03009). Les deux 
5 molecules sont en solution dans du DMSO en concentration finale respectivement a 
3,5mM et 7mM. 

Ces resultats confirment qu'un test base sur 1'activite HPPD quelle que soit 
1'origine de cette activite, permet d' identifier des activites HPPD presentant une tolerance a 
des inhibiteurs d'activit^ HPPD de famille des isoxazoles aussi bien que des tricetones. 

10 Exemple 2: Preparation et evaluation de T activity d'HPPD chimeres 

L'objectif est de faire des fusions entre HPPD d'organismes 
phylogenetiquement distincts comme les plantes monocotyledones et dicotyledones 
ou alors comme les plantes les bacteries, ceci ay ant plusieurs avantages: 

- obtenir des HPPD ay ant des caracteristiques en terme d' usage de codons 
15 plus favorables pour T express ion dans les hotes pour lesquelles une 

tolerance aux inhibiteurs de 1'HPPD est souhaitable mais difficile a obtenir 
avec une HPPD non chimerique, 

- obtenir des HPPD ayant des caracteristiques en terme de faible affinite 
pour les inhibiteurs plus favorables, 

20 - obtenir une activite HPPD in vitro ou in vivo avec un gene interessant 

mais dont on ne dispose que d'un clone partiel. 
On a teste des fusions de domaines N- et C-terminaux de plantes . 
1) Construction 

On realise les fusions entre les regions N-terminales des dicotyledones, et la 
25 region C-terminal du mais. On a permute ces regions au sein des dicotyledones, 
proches phylogenetiquement. 

La recherche de la zone de fusion s'est appuyee sur des comparaisons de 
sequences proteiques des differentes HPPD (figure 1). Par homologie avec THPPD 
de Pseudomonas fluorescens, on a identifie les parties N-terminales d 1 Arabidopsis 
30 thaliana et de Daucus carota, elles se terminent respectivement aux tyrosines 219 
et 212. Le gene partiel de Zea mats correspond done a 80% de la partie C- 
terminale de la proteine. 

On a choisi, comme zone d'echange, la region PINEP, tres conservee chez 
les plantes. Ce qui est avant est la partie N-terminale et ce qui est apres est la partie 
35 C-terminale. Par Petude des sequences nucleotidiques, on a cherche a introduire un 
site de restriction, si possible unique, et qui ne modifie pas ou peu la sequence 
proteique, dans cette region. Le site de restriction Agel qui repond a ces criteres 
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peut etre obtenu en modifiant l'usage de codons pour les acides amines E et P 
adjacents. 

Le site Agel a ete introduit par mutagenese dirigee en utilisant la methode 
USE pour les HPPD d'Arabidopsis thaliana et de Daucus carrota, a Paide des 
5 oligonucleotides degeneres AgeAra, AgeCar et avec r oligonucleotide de selection 
USE AlwNI utilisable avec le vecteur pTRc. 

AgeAra 5 ' pccgattaacgaaccggtgcacggaac 3' 
AgeCar 5 ' pcccttgaatgaaccggtgtatgggacc 3' 

10 USE AlwNI 5 ' pCTAATCCTGTTACCGTTGGCTGCTGCC 3 ' 

On a utilise la mutagenese par PCR pour introduire, dans le meme, temps le 

site Sail en fin de gene et le site Agel chez Zea mais, afm de faciliter le sous- 

clonage de toutes les fusions, dans le meme vecteur, aux memes sites. Les amorces 

15 utilisees sont AgeMai's et SalMalsRev. 

AgeMais 5 ' ccgctcaacgaaccgctgcacggcacc 3' 

SalMalsRev 5 ' gcagttgct c gtcgaca agctctgtcc 3 ' 

Apres remplacement du fragment Agel/Sall du clone d'HPPD d J Arabidopsis 
20 thaliana par le fragment Agel/Sall de Zea mais ou de Daucus carrota, on a obtenu 
les clones codant pour les HPPD chimeriques d' Arabidopsis thaliana I Zea mais et 
& Arabidopsis thaliana /Daucus carrota notes pFAM et pFAC (pour Fusion de N- 
terminal & Arabidopsis thaliana avec un C-terminal de Mais ou de Carotte). De la 
meme fa?on, avec le clone d'HPPD de Daucus carrota, on a obtenu les clones 
25 pFCM et pFCA. 

2) Activite in vivo 

Le brunissement des colonies isolees, reflet de Tactivite de l'HPPD, a ete 
observe pour les fusions FAM, FAC, FCA et FCM. En comparaison avec les 
HPPD d'origine d'Arabidopsis thaliana (FAA) et de Daucus carrota (FCC), le 
30 brunissement a ete note sur une echelle de 1 a 10, 10 representant le plus fort 
brunissement (comme decrit dans Texemple 1) 
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Globalement, l'activite baisse pour chaque fusion en comparaison a THPPD 
fournissant le domaine N-terminal complet et debut du domaine C-terminal. 

Dans le cas ou le N-terminal provient & Arabidopsis thaliana, la baisse 
d'activite est faible mais dans le cas ou le N-terminal provient de Daucus carrota, 
5 l'activite mesuree chute plus nettement. 

Ces experiences demontrent neanmoins que les HPPD chimeres sont des 
enzymes actives, et qu'il est aujourd'hui tout a fait possible d'exprimer ces 
chimeres dans les plantes, et par exemple d'exprimer une HPPD avec un N- 
terminal de dicotyledone et un C- terminale de monocotyledone dans les plantes. 

10 
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REVINDICATIONS 

1. HPPD chimere comprenant la partie N-terminale d'une premiere HPPD 
associee a la partie C-terminale d'une deuxieme HPPD. 
5 2. HPPD chimere selon la revendication 1 , caracterisee en ce que chaque partie 

de THPPD chimere provient d'une HPPD de toute origine, notamment choisies parmi les 
HPPD de plantes, de bacteries ou de champignons. 

3. HPPD chimere selon 1'une des revendications 1 ou 2, caracterisee en ce que 
la partie N-terminale de THPPD chimere provient d'une HPPD de plante, ladite plante 

10 etant preferentiellement choisie parmi les plantes dicotyledones, notamment Arabidopsis 
thaliana ou Daucus carotta, ou de monocotytedones comme le mais ou le ble. 

4. HPPD chimere selon T une des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que 
la partie C-terminale de THPPD chimere provient d'une HPPD de plante ou d'une HPPD 
de micororganisme. 

15 5. HPPD chimere selon la revendication 4, caracterisee en ce que THPPD de 

plante est choisie parmi les HPPD de plantes dicotyledones, notamment Arabidopsis 
thaliana ou Daucus carotta, ou de monocotyledones comme le mais ou le ble. 

6. HPPD chimere selon la revendication 4, caracterisee en ce que THPPD de 
micro-organisme est une HPPD de bacterie, en particulier Pseudomonas, plus 

20 particulierement Pseudomonas fluorescens. 

7. Sequence d'acide nucleique codant pour une HPPD chimere selon 
Tune des revendications 1 a 6. 

8. Gene chimere comprenant une sequence codante ainsi que des 
elements de regulation en position 5* et 3' heterologues pouvant fonctionner dans un 

25 organisme hote, en particulier les cellules vegetales ou les plantes, caracterise en ce 
que la sequence codante comprenant au moins une sequence d'acide nucleique 
codant pour une HPPD chimere selon la revendication 7. 

9. Gene chimere selon la revendication 8, caracterise en ce que 
T organisme hote est choisi parmi les bacteries, par exemple E. coli, les levures, en 

30 particulier des genres Saccharomyces ou Kluyveromyces, Pichia, les champignons, 
en particulier Aspergillus, les bacilovirus, ou les cellules vegetales et les plantes. 

10. Gene chimere selon la revendication 8, caracterise en ce que 
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8. Gene chimere comprenant une sequence codante ainsi que des 
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25 organisme hote, en particulier les cellules vegetales ou les plantes, caracterise en ce 
que la sequence codante comprenant au moins une sequence d'acide nucleique 
codant pour une HPPD chimere selon la revendication 7. 

9. Gene chimere selon la revendication 8, caracterise en ce que 
T organisme hote est choisi parmi les bacteries, par exemple E, coli, les levures, en 

30 particulier des genres Saccharomyces ou Kluyveromyces, Pichia, les champignons, 
en particulier Aspergillus, les bacilovirus, ou les cellules vegetales et les plantes. 

10. Gene chimere selon la revendication 8, caracterise en ce que 
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1'organisme hote est une cellule vegetale ou une plante. 

11. Gene chimere selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il 
comprend en 5' de la sequence d'acide nucleique codant pour une HPPD chimere, 
une sequence d'acide nucleique codant pour un peptide de transit de plante, cette 

5 sequence etant disposee entre la region promotrice et la sequence codant pour 
1'HPPD chimere de maniere a permettre V expression d'une proteine de fusion 

peptide de transit/HPPD chimere. 

12. Proteine de fusion peptide de transit/HPPD chimere, 1'HPPD chimere 

etant definie selon Tune des revendications 1 a 6. 
10 13. Vecteur de clonage et/ou d'expression pour la transformation d'un 

organisme hote caracterise en ce qu'il contient au moins un gene chimere selon Tune 

des revendications 8 a 1 1 . 

14. Procede de transformation d'un organismes hote, caracterise en ce que 
Ton integre de maniere stable dans ledit organisme hote au moins une sequence 

15 d'acide nucleique selon la revendication 7 ou un gene chimere selon Tune des 

revendications 8 a 1 1 . 

15. Procede selon la revendication 14, caracterise en ce que 1'organisme 

hote est une cellule veg&ale. 

16. Procede selon la revendication 15, caracterise en ce que Ton regenere 
20 une plante a partir de la cellule vegetale transformer 

17. Organisme hote transfomie, en particulier cellule vegetale ou plante, 
caracterise en ce qu'il contient une sequence d'acide nucleique selon la revendication 
7 ou un gene chimere selon Tune des revendication 8 a 1 1. 

18. Cellule vegetale caracterise en ce qu'elle contient une sequence 
25 d'acide nucleique selon la revendication 7 ou un gene chimere selon l'une des 

revendication 8 a 1 1 . 

19. Plante transformee, caracterisee en ce qu'elle contient des cellules 

transformees selon la revendication 18. 

20. Plante selon la revendication 19, caracterisee en ce qu'elle est 
30 regeneree a partir des cellules transformees selon la revendication 1 8. 

21. Plante transformee caracterisee en ce qu'elle est issues de la culture 
et/ou du croisement des plantes regenerees selon la revendication 20. 

1* 
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22. Plantes transformees selon Tune des revendications 19 a 21, 
caracterisees en ce qu'elles sont choisies parmi les monocotyledones, notamment les 
cereales, la canne a sucre, le riz et le mais, ou les dicotyledones, notamment le tabac, 
la soja, le colza, le coton, la betterave et le trefle. 
5 23. Graines des plantes transformees selon Tune des revendications 19 a 

22. 

24. Procede de controle des mauvaises herbes dans une surface d'un 
champ comprenant des graines selon la revendication 23 ou des plantes transformees 
selon Tune des revendications 19 a 22, lequel procede consiste a appliquer dans la 

10 dite surface du champ une dose toxique pour les dites mauvaises herbes d'un 
herbicide inhibiteur d'HPPD, sans toutefois affecter de maniere substantielle les 
graines ou plantes transformees avec le dit gene chimere selon l'invention. 

25. Procede de culture des plantes transformees selon Tune des 
> revendications 19 a 22, lequel procede consiste a planter les graines des dites plantes 

15 transformees selon la revendication 23 dans une surface d'un champ approprie pour 
la culture des dites plantes, a appliquer sur la dite surface du dit champ une dose 
toxique pour les mauvaises herbes d'un herbicide ayant pour cible l'HPPD en cas de 
presence de mauvaises herbes, sans affecter de maniere substantielle les dites graines 
ou les dites plantes transformees, puis a recolter les plantes cultivees lorsqu'elles 

20 arrivent a la maturite souhaitee et eventuellement a s^parer les graines des plantes 
recoltees. 

26. Procede selon 1'une des revendications 24 ou 25, caracterise en ce que 
l'inhibiteur d'HPPD est choisi parmi les isoxazoles, en particulier 1'isoxaflutole, les 
dicetonitriles, en particulier la 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2-S02 CH3-4-CF3 phenyl) 

25 propane- 1, 3 -dione et la 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2-SC>2 CH3~4-2,3 CI2 phenyl) 
propane- 1, 3-dione, les tricetones, en particulier la sulcotrione, ou les pyrazolinates. 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 
CCGATTAACG AACCGGTGCA CGGAAC 
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(A) LONGUEUR: 27 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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CCCTTGAATG AACCGGTGTA TGGGACC 
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(A) LONGUEUR: 27 paires de bases 
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(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO 
GCAGTTGCTC GTCGACAAGC TCTGTCC 
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